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DESARROLLO Y USO DE NANOPARTICULAS LlPIDICAS CONTENIENDO 
EDELFOSINA y OTROS ÉTERES DE FOSFOLíPIDOS EN LA TERAPIA 
ANTITUMORAL y ANTIPARASITARIA 
5 La presente invención se refiere a composiciones farmacéuticas que 
comprenden nanopartículas de origen lipídico conteniendo un éter de 
fosfolípido y al uso de tales composiciones farmacéuticas para la preparación 
de medicamentos para el tratamiento oral de cáncer y de la leishmaniasis. Por 
lo tanto, la presente invención se engloba en el campo de la técnica de 
10 productos farmacéuticos. 
ESTADO DE LA TÉCNICA 
Dentro del grupo de los éteres de fosfolípidos, los análogos alquil-
15 lisofosfolipidos sintéticos antitumorales (ALPs), de los que la edelfosina (1-0-
octadecil-2-0-metil-rac-glicero-3-fosfocolina, ET-18-0CH3) se ha convertido en 
su compuesto prototipo, representan una clase prometedora de agentes 
anticancerosos orales que no tienen como diana el ADN, sino que actúan a 
nivel de la membrana celular activando la señalización apotótica (1,2). 
20 Ejemplos de ALPs clínicamente relevantes incluyen la edelfosina, miltefosina y 
las nuevas moléculas perifosina y erucilfosfocolina (3,4). La edelfosina induce 
apoptosis selectiva en una amplia variedad de células tumorales, mientras que 
las células normales no se afectan, debido a que el ALP se incorpora 
preferentemente en la célula tumoral (1,5). Dos estructuras subcelulares, los 
25 dominios de membrana denominados "Iípíd rafts" y el retículo endoplásmico, 
actúan como dianas de la edelfosina, dependiendo del tipo celular. Así, la 
apoptosis inducida por edelfosina implica la activación intracelular del receptor 
de muerte Fas/CD95 y su reclutamiento, independientemente de su ligando 
natural FasL/CD95L, en dominios de membrana "lípíd rafts" en células 
30 leucémicas (2,5), y una respuesta de stress de retículo endoplásmico en 
células derivadas de tumores sólidos (6). La edelfosina se acumula en 
dominios "lípíd rafts" (7), promoviendo una redistribución de proteínas en estos 
dominios de membrana que finalmente conduce a la muerte celular. Esto ha 
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llevado a identificar la concentración de Fas/CD95 en dominios de membrana 
rafts como un nuevo modo de acción para fármacos antitumorales y una nueva 
diana en la quimioterapia del cáncer (8). 
5 Algunos ALPs han mostrado también actividad antiparasitaria frente a distintos 
tipos de Leíshmanía spp. En este sentido, miltefosina, registrada 
comercialmente como Impavido®, se ha convertido en el primer tratamiento oral 
efectivo de leishmaniasis visceral (9). 
10 Una de las ventajas de la edelfosina y otros ALPs es su posibilidad de uso oral. 
15 
A pesar de que la toxicidad es limitada (10), estos compuestos presentan una 
baja biodisponibilidad oral (11), siendo necesario administrar con una 
frecuencia elevada dosis de este compuesto para alcanzar niveles terapéuticos 
de concentración a nivel sistémico. 
El método de preparación de formulaciones de liberación controlada de 
medicamentos basados en excipientes lipídicos denominado Homogenización 
en caliente o "Hot homogenízatíon" es muy interesante como alternativa al uso 
de disolventes orgánicos, ya que no es necesario utilizar dichos disolventes, 
20 consiguiéndose así una disminución de la toxicidad de la formulación final. 
DESCRIPCION DE LA INVENCION 
La presente invención proporciona composiciones que comprenden 
25 nanopartículas de origen lipídico conteniendo un éter de fosfolípidos, además 
del uso de estas composiciones para la preparación de medicamentos para el 
tratamiento oral de cáncer y de la leishmaniasis. 
Las composIciones farmacéuticas de la presente invención conllevan un 
30 notable incremento en la biodisponibilidad oral, y una mejora en el tratamiento 
frente al uso de un éter de fosfolípido libre, incluyendo inhibición de metástasis, 
lo que implica una menor dosis de tratamiento del agente antitumoral. 
Asimismo, otras ventajas asociadas al empleo de las composiciones de la 
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invención son una menor toxicidad, un abaratamiento del tratamiento, y una 
reducción en la duración del tratamiento. Otra ventaja asociada a la invención 
es que se consigue una liberación controlada y prolongada del principio activo, 
reduciendo los efectos secundarios asociados al tratamiento. 
Además, la administración oral de las composiciones farmacéuticas de la 
invención conduce a una acumulación del éter de fosfolípido en ganglios 
linfáticos y en cerebro, a diferencia del éter de fosfolípido libre, lo que implica la 
posibilidad de tratamiento de linfomas, metástasis y tumores cerebrales. 
Por tanto, un primer aspecto de la presente invención se refiere a una 
composición farmacéutica que comprende nanopartículas lipídicas, donde las 
nanopartículas están caracterizadas porque: tienen un tamaño medio inferior a 
300 nm; y comprenden al menos un éter de fosfolípido yal menos un lípido. 
Una realización preferida de la composición farmacéutica comprende un éter 
de fosfolípido seleccionado de entre edelfosina, miltefosina erucilfosfocolina, 
ilmofosina, perifosina o cualquiera de sus combinaciones. Más preferiblemente 
el éter de fosfolípido es edelfosina. 
Otra realización preferida de la composición farmacéutica de la presente 
invención comprende nanopartículas lipídicas con un tamaño medio de entre 5 
nm a 270 nm, más preferiblemente entre 20 nm y 200 nm, y aún más 
preferiblemente entre 70 nm y 150 nm. 
En una realización más preferida de la composición farmacéutica de la 
presente invención, las nanopartículas comprenden al menos un triglicérido, un 
glicerofosfolipido, un glicerolípido, un esfingolípido o cualquiera de sus 
combinaciones. 
En otra realización más preferida de la composición farmacéutica de la 
presente invención, las nanopartículas comprenden al menos compritol® 
(behenato de glicerilo), precirol® (palmitostearato de glicerilo), gelucire® 
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(glicéridos poliglicolados), labrafaC® (triglicéridos de cadena media), labrafil® 
(polioxiglicérido), capryol® (caprilato de propilenglicol), lauroglycol® (Iaurato de 
propilenglicol), maisine® (monolinoleato de glicerilo), peceol® (oleato de 
glicerilo), transcutol® (dietilenglicol metil éter) o cualquiera de sus 
5 combinaciones. Más preferiblemente las nanopartículas comprenden 
compritol® (behenato de glicerilo), precirol® (palmitostearato de glicerilo) o 
cualquiera de sus combinaciones. 
La composlclon farmacéutica de la presente invención está caracterizada 
10 porque las nanopartículas pueden comprender más de un 30% en peso de 
lípidos. En una realización más preferida, las nanopartículas comprenden más 
de un 50% en peso de lípidos, más preferiblemente un 70% en peso de lípidos, 
aún más preferiblemente entre un 75% y un 95% en peso. 
15 En otra realización preferida de la composición farmacéutica de la presente 
invención, las nanopartículas comprenden entre un 0,1% Y un 50% en peso de 
éter de fosfolípido, preferiblemente entre un 5% y un 20% en peso. 
Las nanopartículas deben comprender un compuesto que tenga propiedades 
20 tensoactivas. El éter de fosfolípido puede actuar también como tensioactivo, 
por lo que no es necesario obligatoriamente la adición de otro compuesto que 
actúe de tensioactivo, aunque preferiblemente las nanopartículas de la 
presente invención comprenden adicionalmente un tensioactivo. 
Preferiblemente el tensioactivo se selecciona de la lista que comprende 
25 polisorbato 20, polisorbato 60, polisorbato 80, polivinil alcohol de alto o bajo 
peso molecular, polivinil pirrolidona, fosfatidil colina, lecitinas, poloxameros de 
distintos tipos, solutol HS15, glicocolato sódico, taurocolato sódico, 
tauroglicocolato sódico, taurodeoxicolato sódico, hemisuccinato de colesterilo y 
tiloxapol. Más preferiblemente el tensioactivo es polisorbato 80. 
30 Otra realización más preferida de la composición farmacéutica de la presente 
invención, además comprende un excipiente farmacéuticamente aceptable. 
Más preferiblemente, la composición farmacéutica de la invención comprende 
al menos un carbohidrato. Aún más preferiblemente, la composición 
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farmacéutica de la invención comprende sacarosa, maltosa, trehalosa, lactosa, 
melibiosa o cualquiera de sus combinaciones, más preferiblemente comprende 
trehalosa. 
5 Las nanopartículas de la composición farmacéutica de la presente invención 
pueden comprender entre un O y un 30% en peso de carbohidrato. 
10 
Otra realización más preferida de la composición farmacéutica de la presente 
invención comprende un diluyente. 
Una realización aún más preferida de la composición farmacéutica de la 
presente invención comprende celulosa microcristalina, lactosa o cualquiera de 
sus combinaciones. 
15 En otra realización aún más preferida de la composición farmacéutica de la 
presente invención, dicha composición está en forma sólida oral, 
preferiblemente en comprimidos o cápsulas. 
Un segundo aspecto de la presente invención se refiere a un proceso para la 
20 manufacturación de cualquiera de las composiciones farmacéuticas descritas 
en la presente invención, caracterizado porque las nanopartículas se sintetizan 
por un proceso que comprende la homogenización en caliente (12). 
En una realización preferida del proceso para la manufacturación de las 
25 composiciones farmacéuticas de la presente invención, la homogenización en 
caliente comprende al menos las siguientes etapas: 
i) Combinar una mezcla que comprende un lípido y un éter de fosfolípido, 
preferiblemente a una temperatura entre 2 y 10 ºC superior al punto de fusión 
30 del lípido, con una solución acuosa que comprende entre O y 3% de un 
tensoactivo aproximadamente a la misma temperatura, y preferiblemente 
dentro de un intervalo de temperatura comprendido entre 40 y 90 ºC. 
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5 iv) se aíslan la nanopartículas, preferiblemente mediante filtración, o mediante 
centrifugación. 
En la etapa i se mezcla el fármaco con los lípidos, y una vez fundidos, se 
prepara la emulsión junto con la fase acuosa en la etapa ii. En la etapa ii se 
10 forman las gotículas que cuando se enfríen darán lugar a las nanopartículas, 
mientras que en la etapa iii las gotículas se enfrían, para formar las 
nanopartículas. Finalmente en la etapa iv entre otras razones sirve para 
eliminar los excesos por ejemplo de fármaco y/o de tensioactivo no 
encapsulado. 
15 
Una realización aún más preferida del proceso para la manufacturación de las 
composiciones farmacéuticas de la presente invención, además comprende la 
etapa (v), donde se liofilizan las nanopartículas obtenidas en la etapa (iv). 
20 En otra realización preferida del proceso para la manufacturación de 
composiciones farmacéuticas de la presente invención caracterizado porque 
las nanopartículas aisladas en la etapa (iv) se resuspenden en una solución 
acuosa que comprende un carbohidrato antes de llevar a cabo la etapa (v). 
Este carbohidrato puede actuar como agente crioprotector y preferiblemente se 
25 selecciona de la lista que comprende sacarosa, maltosa, trehalosa, lactosa, 
melibiosa y cualquiera de sus combinaciones, más preferiblemente el 
carbohidrato es trehalosa. 
Otro aspecto de la presente invención se refiere al uso de cualquiera de las 
30 composiciones farmacéuticas descritas en la presente invención para la 
preparación de un medicamento. 
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7
P201130433 
24-03-2011 
Otro aspecto más de la presente invención se refiere al uso de cualquiera de 
las composiciones farmacéuticas descritas en la presente invención para la 
preparación de un medicamento para el tratamiento del cáncer. 
Preferiblemente para el tratamiento de mieloma múltiple, linfoma de manto, 
5 leucemia linfocítica crónica, glioma, cáncer de mama, cáncer de próstata, y 
otros tumores sólidos y hematológicos. 
Una realización preferida del uso de cualquiera de las composiciones 
farmacéuticas descritas en la presente invención, comprende la preparación de 
10 un medicamento para el tratamiento del linfoma de manto. 
15 
20 
Aún otro aspecto más de la presente invención se refiere al uso de cualquiera 
de las composiciones farmacéuticas descritas en la presente invención para la 
preparación de un medicamento para el tratamiento de la leishmaniasis. 
Definiciones: 
Por éter de fosfolípido según la presente invención se refiere a compuestos de 
Formula (1): 
H..,C-O-Rj ~ I . 
R,-O-C-H O 
- I 11 
H zC-O-r-O - R3 
0-
(1) 
Donde: 
R1 es un C12-C18 alquilo de cadena ramificada o no ramificada; 
R2 es C1-C8 alquilo de cadena ramificada o no ramificada; 
25 y R3 es: 
???????????????
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CH3 
+/ 
-CH2-CH2-N-CH3 
\ 
CH3 
incluyendo cualquiera de sus sales, enantiómeros y diastereómeros. 
Fórmula (11): 
(11) 
Donde: 
10 R1 es un C12-C18 alquilo de cadena ramificada o no ramificada; 
y R2 es: 
ó 
15 
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Los éteres de fosfolípidos preferidos de la presente invención son los análogos 
de la edelfosina (compuesto de fórmula (1)) y en especial la edelfosina (1-0-
20 octadecil-2- 0-metil-rac-glicero-3-fosfocolina, ET -18-0CH3). 
???????????????
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Los lípidos son un conjunto de moléculas organlcas, la mayoría de ellas 
presentes en los seres vivos, compuestas principalmente por carbono e 
hidrógeno y en menor medida oxígeno, aunque también pueden contener 
fósforo, azufre y nitrógeno, que tienen como característica principal el ser 
5 hidrofóbicas o insolubles en agua y solubles en disolventes orgánicos como por 
ejemplo, el benceno y el cloroformo. 
Ejemplos de lípidos útiles para la presente invención, tanto para los que están 
unidos mediante enlace tipo éter como para los que no, son Ca-C2o alquilo, con 
10 o sin insaturaciones, ácidos grasos, acilglicérido, cérido, fosfolípidos, 
fosfoglicéridos, fosfoesfingolípidos, glucolípidos, cerebrósidos, gangliósidos, 
terpenoides, esteroides, eicosanoides, prostaglandinas o vitaminas A, O, E Y K. 
Entre estos lípidos los preferidos son los seleccionados entre Ca-C2o alquilo, 
ácidos grasos, fosfolípidos, fosfoglicéridos, fosfoesfingolípidos, y glucolípidos. 
15 Los lípidos de la presente invención deben de tener al menos un grupo capaz 
de ser convertido en un enlace tipo éter. Este grupo puede hallarse de forma 
natural en el lípido, como por ejemplo la presencia de un grupo alcohol, o 
puede haberse introducido en el lípido mediante reacciones químicas 
pertinentes y conocidas en la técnica. 
20 
Por lípidos Ca-C2o alquilo se entiende cadenas hidrocarbonadas que 
comprenden entre 8 y 20 átomos de carbono. Estas pueden ser cadena lineal o 
ramificada y pueden tener instauraciones, ya sean en forma de doble enlace o 
de triple enlace y en los que puede haber funciones hidroxilo, epóxidos o anillos 
25 carbocíclicos. Ejemplos de estos lípidos son octilo, decilo, dodecilo, tetradecilo, 
hexadecilo, octadecilo y bombicol. 
Por ácidos grasos se entiende ácidos alcanoicos de cadena lineal o ramificada 
que pueden llevar enlaces dobles o triples y en los que puede haber funciones 
30 hidroxilo, epóxidos o anillos carbocíclicos. Ejemplos de ácidos grasos son el 
ácido octanoico, el ácido palmítico, el ácido esteárico, el ácido oleico, el ácido 
linoleico, el ácido araquidónico, el ácido crepenínico y el ácido aleurítico. 
???????????????
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Por acilglicérido se entiende un grupo de moléculas que están formadas por 
glicerina y uno o varios ácidos grasos que forman enlaces éster con los grupos 
alcohol de la glicerina. Ejemplos son los monoglicéridos, los diglicéridos y los 
triglicéridos. 
Por cérido se entiende un grupo de moléculas que son ésteres de los ácidos 
grasos con alcoholes de peso molecular elevado. Ejemplos son la cera de las 
abejas, la cera de la piel, etc. 
10 Por fosfolípidos se entiende un grupo de moléculas que están formadas por un 
lípido que contiene un grupo fosfato. Los más abundantes son los 
fosfoglicéridos y los fosfoesfingolípidos. Por fosfoglicéridos se entiende un 
grupo de moléculas que están formados por glicerina esterificada a uno o dos 
ácidos grasos y que contiene un grupo fosfato en una de las posiciones de la 
15 glicerina. Ejemplos son la fosfatidilcolina o lecitina, la fosfatidiletanolamina o 
cefalina, la fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidildiglicerol y etc. Por 
fosfoesfingolípidos se entiende un grupo de moléculas que están formados por 
esfingosina y que contiene un grupo fosfato. Ejemplos son esfingomielina, 
ceramidafosforiletanolamina y esfingosina-1-fosfato. 
20 
Por glucolípidos se entiende un grupo de moléculas que están formados por un 
lípido que contiene al menos un carbohidrato. Los mas abundantes son los 
glucoesfingolípidos que están formados por una ceramida (ácido graso + 
esfingosina) y un carbohidrato de cadena corta. Estos se pueden clasificar en 
25 cerebrósidos, globósidos y gangliósidos. Por cerebrósidos se entiende por 
glucoesfingolípidos que contienen un único carbohidrato unido por una unión 
beta-glicosídica. Ejemplos son los galactocerebrosidos que contienen galactosa 
como por ejemplo la frenosina, o los glucocerebrósidos del tejido nervioso. 
30 Los lípidos en la presente invención, especialmente los sintéticos, actúan como 
agentes de liberación controlada y su uso como tal está ampliamente recogido 
en la bibliografía (13,14). Estos lípidos son materiales sólidos a temperatura 
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ambiente y forman una matriz inerte, de la cual el fármaco incorporado se libera 
lentamente en el cuerpo por erosión/difusión. 
"Carbohidrato" se refiere a un derivado aldehídico o cetónico de alcoholes 
5 polihidroxilados representados por las fórmulas Cn(H20)n (por ej., glucosa, 
C6(H20)6; sacarosa, C12(H20)11). Los carbohidratos incluyen compuestos con 
moléculas relativamente pequeñas, tales como los azúcares simples (por ej., 
monosacáridos, disacáridos, etc.), así como sustancias macromoleculares 
(poliméricas) como almidón, glicógeno y polisacáridos de celulosa. Los 
10 azúcares son carbohidratos (sacáridos) que tienen la composición general 
(CH20)n y sus derivados simples. Si bien los azúcares monoméricos simples 
(glicosas) se describen como polihidroxi aldehídos o cetonas, por ej., HOCH2-
(CHOH)4-CHO para aldohexosas (por ej., glucosa) o HOCH2-(CHOHkCO-
CH20H para 2-cetosas (por ej., fructosa), las estructuras comúnmente se 
15 escriben como éteres cíclicos de anillo de cinco (furanosa) o seis (piranosa) 
miembros. Los enantiómeros O y L, así como los anómeros alfa y beta de los 
compuestos también están incluidos dentro de la definición de carbohidratos. 
Los carbohidratos adecuados incluyen adonitol, arabinosa, arabitol, ácido 
20 ascórbico, quitina, D-celubiosa, 2-deoxi-D-ribosa, dulcitol, (S)-(+)-eritrulosa, 
fructosa, fucosa, galactosa, glucosa, inositol, lactosa, lactulosa, lixosa, maltitol, 
maltosa, matotriosa, manitol, manosa, melecitosa, melibiosa, celulosa 
microcristalina, palatinosa, pentaeritritol, rafinosa, ramnosa, ribosa, sorbitol, 
sorbosa, almidón, sacarosa, trehalosa, xilitol, xilosa y sus hidratos. Los 
25 carbohidratos adecuados también incluyen los enantiómeros O y L, así como 
los anómeros alfa y beta de los compuestos enumerados en lo precedente. Los 
carbohidratos preferidos son los azúcares simples (p. ej. mono- y di-sacáridos). 
Además, en el contexto de la presente invención, el término "carbohidrato" 
30 incluye no solo los propios carbohidratos sino también derivados de los 
mismos. Por ejemplo, el carbohidrato puede ser también un derivado tal como 
un alcohol polihídrico. Ejemplos de alcoholes polihídricos adecuados incluyen 
etilenglicol, el cual puede ser considerado como un derivado del monosacárido 
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más simple glicolaldehído (CH 20H.CHO), glicerol, que es un derivado del 
monosacárido gliceraldehído (CH20H.CHOH.CHO), pentaeritritol, que es un 
derivado de una aldotetrosa, alcoholes pentahídricos tal como xilitol, que es un 
derivado de la aldopentosa xilosa, y alcoholes hexahídricos tal como manitol, 
5 que es un derivado de la aldohexosa manosa, o sorbitol, que es un derivado de 
cualquiera de las aldohexosas glucosa y gulosa. El carbohidrato puede ser 
también un derivado tal como un ácido de azúcar, por ejemplo ácido 
glucurónico. También se pueden usar polisacáridos o sus derivados. Ejemplo 
de un derivado de polisacárido adecuado son los hidrolizados de almidón, es 
10 decir, jarabes de glucosa o dextrinas. 
A lo largo de la descripción y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus 
variantes no pretenden excluir otras características técnicas, aditivos, 
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas 
15 y características de la invención se desprenderán en parte de la descripción y 
en parte de la práctica de la invención. Los siguientes ejemplos y dibujos se 
proporcionan a modo de ilustración, y no se pretende que sean limitativos de la 
presente invención. 
20 DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 
Fig. 1 : Evolución de concentraciones plasmáticas de edelfosina frente al tiempo 
tras la administración de una dosis oral de 10 mg/kg de edelfosina en solución, 
en nanopartículas lipídicas de Precirol® ATO 5 Y en nanopartículas lipídicas de 
25 Compritol® 888 ATO a ratones BALB/c (n=6, valores medios ± O.E.) 
Fig. 2: Evolución de la concentración plasmática de edelfosina frente al tiempo 
tras la administración de una dosis intravenosa de 30 mg/kg de edelfosina en 
nanopartículas lipídicas de Compritol® 888 ATO a ratones BALB/c (n=6, 
30 valores medios ± O.E.) 
???????????????
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Fig. 3: Evolución de la concentración plasmática de edelfosina frente al tiempo 
después de una dosis intravenosa de 30 mg/kg de edelfosina en nanopartículas 
lipídicas de Precirol® ATO 5 a ratones BALB/c (n=6, valores medios ± O.E.) 
5 Fig. 4A Y 4B: Biodistribución de la edelfosina en distintos órganos después de 
una dosis intravenosa de 30 mg/kg de edelfosina en nanopartículas lipídicas de 
Compritol® 888 ATO Y Precirol® ATO 5 a ratones BALB/c (n=6) 
Fig. 5A Y 5B: Biodistribución de la edelfosina en distintos órganos después de 
10 una dosis oral de 30 mg/kg de edelfosina en nanopartículas lipídicas de 
Compritol® 888 ATO Y Precirol® ATO 5 a ratones BALB/c (n=6). 
Fig. 6: Inhibición de crecimiento de células de linfoma de manto JVM-2 in vivo 
mediante ensayos de xenograft en ratones CB17-SCIO, tras tratamiento oral 
15 (cada tres días) con una dosis de 30 mg/kg de edelfosina en nanopartículas 
lipídicas de Compritol® 888 ATO Y Precirol® ATO 5 (n=7), con respecto al 
tratamiento diario con una dosis de 30 mg/kg de edelfosina libre (EOLF). (Fig. 
6A) Los tratamientos con edelfosina libre y las nanopartículas conteniendo 
edelfosina inhibieron de forma significativa (p < 0,01; desde el día 15 de 
20 tratamiento) el crecimiento del tumor de linfoma de manto comparado con el 
grupo control tratado con vehículo (PBS, n = 10). Los datos se muestran como 
valores medios ± E.O. (n = 7). (Fig. 6B) Tras el ensayo in vivo (20 días de 
tratamiento), los grupos control y tratados con edelfosina libre y con 
nanopartículas fueron sacrificados y el volumen del tumor aislado fue medido 
25 en los distintos ratones, observándose una reducción significativa en el tamaño 
del tumor en los animales tratados con edelfosina frente al grupo control sin 
tratar con edelfosina. Se muestran los valores medios de los volúmenes de los 
tumores de cada grupo experimental. Los asteriscos indican que los valores de 
los volúmenes de los tumores eran significativamente menores tras el 
30 tratamiento con edelfosina libre o en nanopartículas con p < 0,01 (**). 
Fig. 7: Inhibición de metástasis en ganglios linfáticos en modelo xenograft de 
células de linfoma de manto JVM-2 en ratones CB17-SCIO, tras tratamiento 
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oral (cada tres días) con una dosis de 30 mg/kg de edelfosina en 
nanopartículas lipídicas de Compritol® 888 ATO Y Precirol® ATO 5 (n=7), 
comparado con tratamiento diario de 30 mg/kg de edelfosina libre. Tras el 
ensayo in vivo (20 días de tratamiento), los grupos control y tratados con 
5 edelfosina libre y con nanopartículas fueron sacrificados, los ganglios linfáticos 
fueron aislados y se midió el tamaño de los tumores observados en dichos 
ganglios. Se observó una ausencia (en animales tratados con nanopartículas 
conteniendo edelfosina) o gran reducción (en animales tratados con edelfosina 
libre) en el tamaño del tumor en los ganglios de los animales tratados con 
10 edelfosina frente al grupo control sin tratar con edelfosina. Se muestran los 
valores medios de los volúmenes de los tumores de cada grupo experimental. 
Fig. 8: Inhibición de crecimiento de glioma C6 in vivo mediante ensayos de 
xenograft tras la implantación de 105 células tumorales en el flanco derecho de 
15 ratones inmunodeficientes NMRI-nude, tras tratamiento oral (cada tres días) 
con una dosis de 30 mg/kg de edelfosina en nanopartículas lipídicas de 
Precirol® ATO 5 (n=7), con respecto al tratamiento diario con una dosis de 30 
mg/kg de edelfosina libre, y nanopartículas de Precirol® ATO 5 sin edelfosina. 
Tras 17 días, los animales fueron sacrificados y se midió el tamaño de los 
20 tumores. Las nanopartículas lipídicas de Precirol® ATO 5 cargadas con 
edelfosina administradas cada tres días fueron al menos tan efectivas como 
una administración diaria de edelfosina en solución. 
Fig. 9: Efecto antiparasitario frente leishmaniasis cutánea tras tratamiento oral 
25 en ratones BALB/c con una dosis de 30 mg/kg de edelfosina en nanopartículas 
lipídicas de Precirol® ATO 5 (Nano-ET) (n=6). Se muestra el efecto inhibitorio 
de la infección en la pata del ratón infectado con Leishmania majar (parte 
superior) y en la carga parasitaria (parte inferior) en animales tratados con 
edelfosina en nanopartículas (Nano-ET) frente a animales sin tratar (control). 
30 
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Los siguientes ejemplos describen la producción y eficacia de nanopartículas 
preparadas a base de glicéridos de origen semisintético completamente inertes, 
5 reconocidos como GRAS ("Generally Recognízed As Safe") por autoridades 
alimentarias y regulados en la cuarta edición de la Farmacopea Europea que 
incorporan una molécula biológicamente activa (edelfosina). Como puede 
apreciarse en la Fig. 1, la incorporación de la edelfosina en nanopartículas 
lipídicas permite aumentar la absorción de dicha molécula, además de 
10 mantener niveles plasmáticos constantes y sostenidos del fármaco durante, al 
menos 120 horas. Del mismo modo, dichas nanopartículas lipídicas resultaron 
ser eficaces en la reducción del creciemiento tumoral en ratones inoculados 
con células de glioma de rata. 
15 PROCEDIMIENTO GENERAL DE PREPARACiÓN DE LAS 
NANOPARTíCULAS DE LA INVENCiÓN 
El procedimiento para la preparación de las nanopartículas lipídicas de la 
presente invención está basado en el método denominado Homogenización en 
20 caliente ("Hot Homogenízatíon") (12). El procedimiento consiste en fundir en un 
recipiente la cantidad adecuada de lípidos junto con la cantidad necesaria del 
éter de fosfolípido en un baño termostatizado a una temperatura de unos 5 ºC 
por encima de la temperatura de fusión de los lípidos. La temperatura es 
controlada con un termómetro de etanol sumergido en dicho baño. En otro 
25 recipiente, se calientan a la misma temperatura, es decir ± 1 ºC la temperatura 
de la fase lipídica, cierto volumen de una solución acuosa de agente 
estabilizante o tensoactivo. Cuando ambos recipientes están a la misma 
temperatura, se vierte la fase acuosa sobre la lipídica. La mezcla se somete a 
una serie de ciclos de homogenización. La emulsión resultante se enfría 
30 rápidamente en un baño con hielo (4 ºC) hasta que el lípido fundido solidifique 
y se forme una suspensión de nanopartículas lipídicas sólidas. Esta suspensión 
se ultrafiltra 3 veces con la ayuda de filtros AMICON® Ultra-15 de 10.000 Da de 
MWCO (Molecular Weíght Cut-Of~ (Millipore®) por centrifugación a 4.500 9 
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durante 30 minutos añadiendo 5 mL de agua destilada tras cada centrifugación 
para retirar el exceso de agente estabilizante y fármaco no encapsulado. 
Si se desea, las nanopartículas que se han retenido en el filtro tras la última 
5 centrifugación se resuspenden en 3 mL de una solución acuosa de trehalosa 
como agente crioprotector. La suspensión de nanopartículas lipídicas se 
congela rápidamente en un congelador a -80°C, para su posterior liofilización. 
PRODUCCiÓN DE NANOPARTíCULAS LlPíDICAS CARGADAS CON 
10 EDELFOSINA 
15 
En este ejemplo concreto, el lípido escogido para la formulación de 
nanopartículas lipídicas cargadas con edelfosina es el Precirol® ATO 5 
(palmitostearato de glicerilo). 
Para la obtención de nanopartículas lipídicas de Precirol® ATO 5 (Gattefossé, 
lote: 28950), se pesan 300 mg de este lípido junto con 15 mg de edelfosina en 
un vial (fase oleosa), que se calentará en un baño termostatizado a 65 ºC. A 
otro vial se añaden 10 mL de una solución de Tween 80 al 2% (fase acuosa) y 
20 se ponen a calentar junto con el vial anterior. Cuando la mezcla lípido-fármaco 
está completamente fundida y ambos viales están a la misma temperatura, se 
añade la fase acuosa sobre la oleosa. La mezcla se somete a una 
homogenización por sonicación a una potencia efectiva de 10 W con una sonda 
de ultrasonidos Microson ™ (NY, EEUU) durante 1 minuto, manteniendo la 
25 temperatura constante de 65 ºC con el baño termostatizado, seguida de una 
homogenización por Ultraturrax T-25 (IKA®-Werke, Alemania), a 24.000 rpm 
durante 1 minuto y de una homogenización por sonicación a una potencia 
efectiva de 10 W con una sonda de ultrasonidos Microson ™ (NY, EEUU) 
durante 1 minuto. La emulsión blanquecina resultante se introduce rápidamente 
30 en un baño de hielo (4 OC) para que las gotículas de lípido fundido solidifiquen y 
se forme una suspensión de nanopartículas lipídicas sólidas. Esta suspensión 
se ultrafiltra 3 veces con la ayuda de filtros AMICON® Ultra-15 de 10.000 Da de 
MWCO (Molecular Weíght Cut-Of~ (Millipore®) por centrifugación a 4.500 9 
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durante 30 minutos, añadiendo 5 mL de agua destilada tras cada centrifugación 
para retirar el exceso de agente estabilizante y fármaco no encapsulado. Tras 
la última centrifugación, las nanopartículas que se han retenido en el filtro 
pueden resuspenderse en 3 mL de una solución acuosa de trehalosa al 10% 
5 como agente crioprotector e introducirse en un congelador a -80 ºC para su 
posterior liofilización y conservación a largo plazo. Así, una vez que se ha 
conseguido una temperatura de -50 ºC en la cámara de carga del liofilizador se 
introducen los viales pretaponados, previamente congelados a -80 ºC. A 
continuación comienza un suave y lento aporte de energía para favorecer la 
10 sublimación del disolvente hasta alcanzar los 5 ºC y a partir de este punto se 
incrementa la temperatura para conseguir el secado secundario del producto 
mediante la evaporación de las moléculas residuales de agua. Todo el proceso 
se desarrolla a baja presión (9 mtorr). Una vez completado el proceso se 
cierran los viales mediante un dispositivo hidráulico y se rompe el vacío 
15 (Martinez-Galán, F. "Liofilización de vectores adenovirales para terapia génica". 
20 
Tesis doctoral, Universidad de Navarra, 2006). 
CARACTERIZACiÓN DE LAS NANOPARTíCULAS FORMULADAS POR 
ESTE PROCEDIMIENTO 
Las nanopartículas lipídicas fueron caracterizadas físico-químicamente. La 
caracterización de las nanopartículas, como la determinación de su tamaño o 
carga superficial, es un factor muy importante ya que de ella dependen 
cuestiones, bien farmacéuticas, como la elección de la vía de administración, 
25 bien biológicas como su absorción a nivel gastrointestinal. El tamaño e índice 
de polidispersión fueron determinados por espectroscopía de correlación 
fotónica con la ayuda de un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK). Esta 
técnica determina el tamaño de partícula midiendo la rapidez de fluctuación de 
la intensidad de la luz láser difractada por las partículas cuando se difunden a 
30 través del fluido. La espectroscopia de correlación fotónica es el único método 
no destructivo para medir el tamaño de partícula por debajo de pocos 
nanómetros (M. Kaszuba, J. Nanop. Res. 1 (1999) 405). El potencial s fue 
determinado por anemometría láser-doppler, técnica que sirve para determinar 
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18
5 
P201130433 
24-03-2011 
la carga superficial de las nanopartículas en un fluido (M. Puharic, S. Ristic, M. 
Kutin, Z. Adamovic, J. Russ. Laser Res. 28 (2007) 436). La eficacia de 
encapsulación se determinó por cromatografía líquida ultrarrápida acoplada a 
espectrometría de masas (15). 
La tabla I muestra los resultados obtenidos para los dos lípidos ensayados en 
cuanto a las características físico-químicas de las nanopartículas. 
Tabla 1: Rangos de tamaños, polidispersión (POI), potencial s y eficacia de 
10 encapsulación (%EE) de las nanopartículas lipídicas formuladas por el método 
de Hot Homogenization. 
Tamaño 
Lípido medio POI 
Potencial s 
% EE 
(n m) (mV) 
Compritol® 888 ATO 100 - 120 0,167 - 0,297 -18--23 80 -100% 
Precirol® ATO 5 100 - 130 0,21 - 0,28 -18--23 30 - 90% 
Como se aprecia en la tabla, los valores de tamaños de las nanopartículas 
15 formuladas con ambos tipos de lípido son pequeños, inferiores a 130 nm, con 
un índice de polidispersión inferior a 0,3 (valor por debajo del cual se considera 
que la formulación posee tamaños homogéneos). Este tamaño es óptimo para 
su administración por vía oral. El potencial S es la fuerza dispersora que 
determina la probabilidad de crecimiento y la coalescencia de las partículas. 
20 Cuanto mayor sea el valor en términos absolutos, mayor estabilidad tendrá la 
suspensión. El valor fue negativo y alejado de O para ambos tipos de 
formulaciones, indicando que las formulaciones son estables. El rango de 
porcentajes de encapsulación en las nanopartículas varía en función de las 
cantidades de fármaco, lípido y tensoactivo empleados en la formulación, sin 
25 embargo, fue superior en el caso de las partículas formuladas con Compritol® 
888 ATO, alcanzando rangos entre 80 y 100%, mientras que las partículas 
formuladas con Precirol® ATO 5 mostraron un rango de porcentajes de 
encapsulación entre 30 y 90%. 
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ESTUDIOS in vitro CON LíNEA CELULAR TUMORAL DE MELANOMA 
MURINO (816) 
Un ensayo de proliferación celular con MTT a 48 h con 500 células B16 por 
5 pocillo en placa de 96 pocillos reveló que las nanopartículas disminuyeron la 
IC50 (concentración inhibitoria 50%), calculada como la concentración de 
compuesto que causa un 50% de inhibición en la proliferación celular, de la 
edelfosina desde 70 IJM (correspondiente a la edelfosina en solución) a 60 IJM 
(edelfosina encapsulada en nanopartículas de Compritol® 888 ATO) ya 15 IJM 
10 (edelfosina encapsulada en nanopartículas de Precirol® ATO 5). 
ESTUDIOS in vitro CON LíNEA CELULAR TUMORAL DE GLlOMA DE 
RATA (C6) 
15 Un ensayo de proliferación celular con MTI a 48h con 2000 células C6 por 
pocillo en placa de 96 pocillos reveló que las nanopartículas disminuyeron la 
IC50 de la edelfosina desde 70 IJM (correspondiente a la edelfosina en solución) 
a 25 IJM (edelfosina encapsulada en nanopartículas de Compritol® 888 ATO) Y 
a 15 IJM (edelfosina encapsulada en nanopartículas de Precirol® ATO 5). 
20 
ESTUDIOS FARMACOCINÉTICOS in vivo REALIZADOS CON LAS 
NANOPARTíCULAS LlPíDICAS 
En estudios previos se determinó que la farmacocinética era lineal para los 
25 rangos de dosis entre 10 Y 60 mg/kg, por lo que puede utilizarse cualquier dosis 
de fármaco para el resto de estudios farmacocinéticos siempre y cuando se 
encuentre en ese rango. 
Se procedió a la administración de las nanopartículas cargadas con edelfosina 
30 tanto por vía intravenosa como oral a ratones BALB/c. La dosis de edelfosina 
por vía intravenosa estuvo comprendida entre 30 y 60 mg/kg. 
???????????????
 
20
P201130433 
24-03-2011 
La Fig. 2 muestra la evolución de la concentración plasmática de edelfosina a 
lo largo del tiempo tras administrarla en nanopartículas lipídicas de Compritol® 
888 ATO. 
5 La Fig. 3 muestra la evolución de la concentración plasmática de edelfosina a 
lo largo del tiempo tras administrarla en nanopartículas lipídicas de Precirol® 
ATO 5. 
En ambas gráficas, los valores plasmáticos decrecen muy rápidamente durante 
10 las 5 primeras horas, punto a partir del cual comienzan a disminuir de una 
manera más sostenida. Es interesante destacar que con una única 
administración intravenosa de nanopartículas lipídicas de Precirol® ATO 5 
podemos encontrar niveles plasmáticos de edelfosina hasta 168 h después. 
Con estos datos, y con la ayuda del programa informático de análisis de datos 
15 farmacocinéticos WinNonlin Professional Edition 2.1 (Pharsight) se estimaron 
los parámetros farmacocinéticos de la edelfosina encapsulada en 
nanopartículas lipídicas. El modelo que mejor ajustó los datos experimentales 
fue el bicompartimental. 
20 La tabla II muestra un resumen de los principales parámetros farmacocinéticos 
estimados para una administración intravenosa de edelfosina encapsulada en 
nanopartículas lipídicas de Compritol® 888 ATO Y Precirol® ATO 5. 
Tabla 11. Parámetros farmacocinéticos de la edelfosina tras una administración 
25 intravenosa de una dosis comprendida entre 30 y 60 mg/kg de fármaco 
encapsulado en nanopartículas lipídicas de Compritol® 888 ATO Y Precirol® 
ATO 5 a ratones BALB/c (n=6, Media ± O.E.). 
Parámetros 
t%o (h) 
t%13 (h) 
Nanopartículas 
Compritol® 888 ATO 
0,395 ± 0,124 
16,970 ± 5,775 
Nanopartículas 
Precirol® ATO 5 
0,505 ± 0,151 
23,718 ± 17,743 
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Cmax / O (l-Ig/mL/ I-Ig) 
k21 (h-1) 
klO (h-1) 
k12 (h-1) 
CL (L/h/kg) 
Vss (L/kg) 
MRT (h) 
AUCinf / O (l-Ig·h/mL/l-Ig) 
0,290 ± 0,087 
0,155 ± 0,102 
0,581 ± 0,187 
1,349 ± 0,682 
0,105 ± 0,021 
1,668 ± 0,730 
17,154 ± 6,517 
0,573 ± 0,053 
0,341 ± 0,044 
0,281 ± 0,320 
0,413 ± 0,092 
0,857 ± 0,370 
0,065 ± 0,023 
1,313 ± 0,838 
26,096 ± 20,598 
0,894 ± 0,399 
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las constantes de velocidad k12 , k21 Y klO rigen la distribución del fármaco entre 
los compartimentos y su eliminación del organismo. Un valor de k12 entre 4 y 9 
veces más elevado que el de k21 para ambos tipos de nanopartículas nos 
5 indica que la edelfosina se distribuye rápidamente a tejidos. El volumen de 
distribucion (V ss) no presenta diferencias significativas entre ambos tipos de 
nanopartículas, situándose en torno a 1,5 L/kg. 
El valor del aclaramiento (Cl) presenta diferencias significativas entre ambos 
10 lípidos (p < 0,05), siendo menor para el Precirol® ATO 5 que para el Compritol® 
888 ATO, significando que la eliminación de este último es más rápida. 
El tiempo medio de residencia (MRT), tiempo que permanece una molécula de 
fármaco en el organismo, es de aproximadamente 17 h, Y de 26 h para las 
15 nanopartículas lipídicas de Compritol® 888 ATO Y Precirol® ATO 5, 
respectivamente, tras ser administradas por vía intravenosa. 
Para la administración de nanopartículas por vía oral a ratones BAlB/c se eligió 
una dosis inicial de 10 mg/kg de edelfosina. la Fig. 1 muestra la evolución de la 
20 concentración plasmática de edelfosina a lo largo del tiempo tras una 
administración oral de 10 mg/kg de edelfosina en solución, y formulada en 
nanopartículas lipídicas de Compritol® 888 ATO Y Precirol® ATO 5. 
la Fig. 1 muestra que es posible mantener niveles de edelfosina en plasma 
25 durante más de 120 h (5 días) con una única administración oral de 
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nanopartículas. Esto permitiría espaciar las dosis del tratamiento, y poder 
administrar una dosis cada 4 o 5 días para conseguir mantener 
concentraciones de edelfosina por encima de 1 IJg/mL. A la vista de estos 
resultados también se calculó que la biodisponibilidad relativa de la edelfosina 
5 encapsulada en nanopartículas lipídicas por vía oral con respecto a la 
intravenosa era de 61 % Y 55% de Compritol® 888 ATO (a las 24 h) Y Precirol® 
ATO 5 (a las 168 h), respectivamente. 
En un experimento posterior, se administró a una serie de ratones BALB/c una 
10 dosis oral mayor de edelfosina en nanopartículas lipídicas para calcular los 
parámetros farmacocinéticos. La tabla III resume los principales parámetros 
farmacocinéticos estimados para una administración oral de aproximadamente 
50 mg/kg de edelfosina encapsulado en nanopartículas lipídicas de Compritol® 
888 ATO Y Precirol® ATO 5. 
15 
20 
Tabla 111. Parámetros farmacocinéticos de la edelfosina tras una administración 
oral de 50 mg/kg de fármaco encapsulado en nanopartículas lipídicas de 
Compritol® 888 ATO Y Precirol® ATO 5 a ratones BALB/c (n=6, Media ± O.E.). 
Parámetros 
Nanopartículas Nanopartículas 
Compritol® 888 ATO Precirol® ATO 5 
T % (h) 37,652 ± 12,187 45,221 ± 14,564 
t%Ka (h) 4,938 ± 1,818 4,045 ± 1 ,873 
k01 (h-1) 0,155 ± 0,048 0,206 ± 0,093 
klO (h-1) 0,020 ± 0,006 0,016 ± 0,004 
CL (Llh/kg) 0,045 ± 0,009 0,034 ± 0,009 
V (Llkg) 2,343 ± 0,483 2,425 ± 1,274 
Tmax (h) 15,890 ± 2,839 14,663 ± 4,150 
Cmax I O (lJg/mLllJg) 0,007 ± 0,001 0,012 ± 0,006 
MRT (h) 39,155 ± 7,656 52,919 ± 4,068 
AUCinf 10 (lJg·h/mUlJg) 0,635 ± 0,103 0,813±0,155 
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Cuando la edelfosina se administra por vía oral encapsulada en nanopartículas 
lipídicas, se absorbe lentamente con un valor de tV,Ka entre 4 y 5 h, 
alcanzándose la Cmax 15 h tras la administración. Después, la eliminación es 
lenta, con un valor de aclaramiento muy bajo, si se compara con el valor 
5 obtenido tras administrar las nanopartículas por vía intravenosa. 
En este caso, el valor de MRT se ha duplicado con respecto a la administración 
intravenosa de ambos tipos de nanopartículas. Por tanto, parece evidente que 
la administración de nanopartículas por vía oral repercute de forma significativa 
10 en la eliminación del fármaco, y que la absorción es el factor limitante en el 
proceso de distribución del mismo. A fin de analizar si la edelfosina se absorbe 
por vía linfática, se administró una dosis de 30 mg/kg de edelfosina en 
nanopartículas a ratones BALB/c. Para hacer más visibles las vías linfáticas a 
la hora de la necropsia, se procedió a administrar una emulsión grasa 24 horas 
15 después. Transcurrida una hora, los ratones fueron sacrificados y se les 
extrajeron los ganglios linfáticos para cuantificar la cantidad de edelfosina 
presente. Los resultados mostraron un promedio de 16,5 IJg de edelfosina por 
gramo de tejido linfático. Este hecho es muy interesante, ya que en numerosas 
neoplasias existen metástasis linfáticas que podrían ser prevenidas con la 
20 administración de estas nanopartículas por vía oral. Del mismo modo, la 
administración de nanopartículas podría ser de utilidad en el tratamiento de la 
leishmaniasis ya que los nódulos linfáticos son utilizados para la diseminación 
del parásito Leíshmanía spp. durante la infección. 
25 BIODISTRIBUCIÓN DE EDELFOSINA EN NANOPARTíCULAS DE 
COMPRITOL y PRECIROL 
Tras el sacrificio de los animales se procedió a la extracción de los distintos 
tejidos para cuantificar la cantidad de edelfosina presente en ellos. La Fig. 4 
30 muestra la biodistribución de la edelfosina tras ser administrada de forma 
intravenosa en nanopartículas. 
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La gráfica muestra que tras administrar una dosis de 50 mg/kg de edelfosina en 
nanopartículas, el fármaco se distribuye a los mismos tejidos con ambos tipos 
de nanopartículas, predominando los tejidos de eliminación hígado, intestino y 
riñón, en el caso del Compritol® 888 ATO. Las bajas acumulaciones de fármaco 
5 en los tejidos de los ratones tratados con nanopartículas de Precirol® ATO 5 
pueden explicarse por el largo periodo de tiempo que ha transcurrido, dando 
tiempo para su eliminación, lo que también pone de manifiesto que las 
nanopartículas no se acumulan, disminuyendo así la posible existencia de 
toxicidad por acumulación. 
10 
Tras la administración de las nanopartículas por vía oral se observó el perfil de 
biodistribución que se muestra en la Fig. 5. 
En estas gráficas se puede apreciar que, además de la presencia de edelfosina 
15 en los principales órganos de eliminación, tal y como se observaba en la 
administración intravenosa, existe una elevada acumulación de fármaco en el 
tejido cerebral, siendo mayor que las concentraciones encontradas en los 
tejidos de eliminación en el caso de las nanopartículas formuladas con 
Precirol® ATO 5. Por lo tanto las composiciones farmacéuticas de la invención 
20 pueden ser utilizadas para dirigir el éter de fosfolípido al tejido cerebral y poder 
tratar neoplasias cerebrales para los que no existe tratamiento en la actualidad, 
como por ejemplo, los glioblastomas. 
Comparando la distribución tisular de edelfosina tras el tratamiento oral de las 
25 composIciones farmacéuticas conteniendo nanopartículas lipídicas de 
edelfosina (Figuras anteriores) frente a edelfosina libre (11), se observa que 
solo en el caso de las nanopartículas, y especialmente tras su administración 
oral, se obtiene una elevada acumulación de edelfosina en el cerebro, lo que 
representa que las nanopartículas pueden atravesar la barrera 
30 hematoencefálica y se pueden sugerir diversas aplicaciones biomédicas en 
diversas enfermedades cerebrales. La edelfosina no se detectó en corazón tras 
tratamiento intravenoso y oral de las distintas nanopartículas conteniendo 
edelfosina (Fig. 4 Y 5), así como con edelfosina libre (11). Este hecho, unido a 
???????????????
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los ensayos de toxicidad con edelfosina libre que indican la ausencia de efectos 
cardiotóxicos (10), sugiere que el tratamiento oral de nanopartículas 
conteniendo edelfosina no tendría efectos nocivos cardiacos, a diferencia de 
varios agentes antitumorales (ej.: doxorrubicina). 
ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTITUMORAL in vivo 
Ratones inmunodeficientes CB17-severe combined immunodeficient (SCID) 
(Laboratorios Charles River, Lyon, Francia), se mantuvieron y manejaron de 
10 acuerdo con las directrices institucionales, cumpliendo la legislación española, 
bajo ciclos de 12/12 h luz/oscuridad a una temperatura de 22 ºC, recibiendo 
una dieta estándar yagua acidificada ad líbítum. A los ratones CD17-SCID se 
les inocularon subcutaneamente 107 células JVM-2 en 100 IlL PBS Y 100 IlL de 
matriz de membrana basal Matrigel (Becton Dickinson) en la parte dorsal 
15 inferior. Cuando los tumores eran palpables, los ratones se distribuyeron al 
azar en grupos de 7 ratones cada uno. Cada grupo de ratones recibió por vía 
oral una dosis de edelfosina (30 mg/kg) en nanopartículas lipídicas de 
Compritol® 888 ATO Y Precirol® ATO 5 cada 4 días, así como una dosis diaria 
de 30 mg/kg de edelfosina libre. Otro grupo control fue tratado diariamente con 
20 un volumen igual de vehículo (PBS). Los diámetros mayor y menor del tumor 
fueron medidos con la ayuda de un calibre a intervalos de 5 días, y el volumen 
del tumor (mm3) se calculó usando la siguiente formula estándar: (el diámetro 
menor)2 x (el diámetro mayor) x 0,5. Los animales fueron sacrificados de 
acuerdo con las normas institucionales transcurridos 20 días de tratamiento, o 
25 cuando el diámetro de sus tumores alcanzaban los 3 cm o cuando se 
observaba una toxicidad significativa. El peso de los animales fue monitorizado, 
así como cualquier signo de toxicidad. El tratamiento con edelfosina se 
mantuvo durante 20 días, y los animales se sacrificaron 24 h después de la 
última administración de compuesto. Entonces, se extirparon, pesaron y 
30 midieron los tumores, y ganglios linfáticos, y se realizó el análisis del tumor y de 
los distintos órganos en la necropsia. 
???????????????
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Todos los valores se expresaron como valor medio ± DE. Las diferencias 
estadística entre grupos se evaluaron empleando el test de Mann-Whitney o la t 
de Student. Un valor de p menor de 0,05 se consideró estadísticamente 
significativo. 
El tratamiento con nanopartículas de Precirol® ATO 5 o Compritol® 888 ATO 
conteniendo edelfosina (cada 4 días) redujo el tumor en proporciones similares 
al tratamiento oral diario de la edelfosina (Fig. 6). 
10 El tratamiento con nanopartículas de Precirol® ATO 5 o Compritol® 888 ATO 
conteniendo edelfosina (cada 4 días) inhibió totalmente (100%) el número de 
metástasis en ganglios (Fig. 7). El tratamiento diario con edelfosina libre 
también inhibió significativamente la metástasis, pero no consiguió bloquear la 
metástasis totalmente (aprox. 64%) (Fig. 7). Este hecho puede ser debido a la 
15 acumulación de las nanopartículas conteniendo edelfosina en ganglios 
linfáticos, lo que potenciaría la capacidad antimetastática de la edelfosina. 
EFICACIA IN VIVO DE NANOPARTíCULAS DE PRECIROL ® ATO 5 
CARGADAS CON EDELFOSINA ADMINISTRADAS POR VíA ORAL EN UN 
20 MODELO MURINO DE XENOGRAFT DE CÉLULAS DE GUOMA C6 
Los experimentos se realizaron de acuerdo con la normativa vigente en la 
Universidad de Navarra, que incluye los principios recogidos en las guías 
internacionales de experimentación animal [N. Howard-Jones, A CIOMS ethical 
25 code for animal experimentation. WHO Chron 39 (1985) 51-56] Y siguiendo un 
protocolo aprobado por el Comité Ético de la Universidad de Navarra (número 
de protocolo 060-06). Se emplearon ratones inmunodeprimidos NMRI (de 20-
22 gramos de peso) (Janvier, Francia) en jaulas con filtro de aire, con libre 
acceso a alimento yagua. 
30 
Para producir los tumores, se inyectaron las células de glioma de rata C6 
(1 x1 05 células en medio celular DMEM sin antibiótico ni suero bovino fetal) por 
vía subcutánea en ambos flancos del ratón. Los diámetros mayor y menor del 
???????????????
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tumor fueron medidos con la ayuda de un calibre a intervalos de 3 días, y el 
volumen del tumor (mm3) se calculó usando la siguiente formula estándar: (el 
diámetro menor)2 x (el diámetro mayor) x 0,5. Después de unos 7 días, cuando 
el tumor alcanzó un volumen aproximado de 75 mm3 , los ratones se 
5 distribuyeron al azar en 4 grupos (8 animales por grupo) con diferentes 
tratamientos orales: a) PBS (control negativo); b) nanopartículas lipídicas de 
Precirol® ATO 5 vacías, sin edelfosina; c) 40 mg/kg de edelfosina en solución; 
d) 40 mg/kg de edelfosina en nanopartículas lipídicas de Precirol® ATO 5. Los 
ratones recibieron una dosis de edelfosina en nanopartículas lipídicas cada tres 
10 días, mientras que la administración de la edelfosina en solución fue diaria. Los 
grupos control de PBS y nanopartículas lipídicas de Precirol® ATO 5 vacías 
recibieron las dosis cada tres días. 
A lo largo del experimento, el peso de los animales fue monitorizado, así como 
15 cualquier signo de toxicidad. Los tratamientos se mantuvieron durante 17 días, 
tiempo que necesitaron los tumores para alcanzar los 3000 mm3 . Los animales 
fueron entonces sacrificados de acuerdo con las normas institucionales, y se 
extirparon, pesaron y midieron los tumores. 
20 La Fig. 8 muestra cómo un tratamiento consistente en una administración de 
nanopartículas lipídicas de Precirol® ATO 5 cargadas con edelfosina fueron al 
menos tan efectivas como una administración diaria de edelfosina en solución. 
25 
ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTI-LEISHMANIA IN VIVO 
Ratones BALB/c de cuatro semanas de edad se infectaron en la pata con 1 x 
106 parásitos L. majar. Posteriormente, una vez que la lesión se hizo 
perceptible se dividieron al azar en dos grupos. Un grupo de seis ratones 
BALB/c de cuatro semanas de edad se trataron por vía oral cada 4 días con 
30 edelfosina (30 mg/kg) en nanopartículas lipídicas de Precirol® ATO 5. Otro 
grupo control de seis ratones BALB/c de cuatro semanas de edad se trataron 
por vía oral con nanopartículas vacías. Cada 8 días se evaluó el peso del 
animal y la medida de la inflamación en la pata infectada. Tras 28 días del inicio 
???????????????
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de tratamiento, se observó una disminución significativa en el índice de 
evolución de la infección, así como en la carga parasitaria (Fig. 9). Asimismo, el 
tratamiento con nanopartículas no condujo a pérdida de peso en los animales 
tratados. 
REFERENCIAS 
1. Mollinedo, F., Fernandez-Luna, J. L., Gajate, C., Martin-Martin, B., 
Benito, A., Martinez-Dalmau, R., and Modolell, M. (1997) Cancer Res 57, 
1320-1328. 
2. Gajate, C., Del Canto-Janez, E., Acuna, A. U., Amat-Guerri, F., Geijo, E., 
Santos-Beneit, A. M., Veldman, R. J., and Mollinedo, F. (2004) J Exp 
Med 200, 353-365 
3. Mollinedo, F., Gajate, C., Martin-Santamaria, S., and Gago, F. (2004) 
Curr Med Chem 11,3163-3184 
4. Mollinedo, F. (2007) Expert Opín Ther Patents 17, 385-405 
5. Gajate, C., and Mollinedo, F. (2007) B/ood 109, 711-719 
6. Nieto-Miguel, T., Fonteriz, R. l., Vay, L., Gajate, C., Lopez-Hernandez, 
S., and Mollinedo, F. (2007) Cancer Res 67, 10368-10378 
20 7. Gajate, C., Gonzalez-Camacho, F., and Mollinedo, F. (2009) PLoS ONE 
4,e5044 
25 
8. Mollinedo, F., and Gajate, C. (2006) Orug Resíst Updat 9,51-73 
9. Jha, T. K., Sundar, S., Thakur, C. P., Bachmann, P., Karbwang, J., 
Fischer, C., Voss, A., and Berman, J. (1999) N Eng/ J Med 341, 1795-
1800 
10. Mollinedo, F., Gajate, C., Morales, A. l., del Canto-Janez, E., Justies, N., 
Collia, F., Rivas, J. V., Modolell, M., and Iglesias, A. (2009) J Pharmaco/ 
Exp Ther 329, 439-449 
11. de Mendoza, A. E., Campanero, M. A., de la Iglesia-Vicente, J., Gajate, 
30 C., Mollinedo, F., and Blanco-Prieto, M. J. (2009) Clín Cancer Res 15, 
858-864 
12. Estella-Hermoso de Mendoza, A., Campanero, M. A., Mollinedo, F., and 
Blanco-Prieto, M. J. (2009) J Bíomed Nanotechno/5, 323-343 
???????????????
 
29
P201130433 
24-03-2011 
13. Estella-Hermoso de Mendoza, A., Rayo, M., Mollinedo, F., and Blanco-
Prieto, M. J. (2008) Eur J Pharm Bíopharm 68, 207-213 
14. Reddy, L. H., Vivek, K., Bakshi, N., and Murthy, R. S. (2006) Pharm Oev 
Techno/11, 167-177 
5 15. Estella-Hermoso de Mendoza, A., Campanero, M. A., Mollinedo, F., and 
Blanco-Prieto, M. J. (2009) J Chromatogr B Ana/yt Techno/ Bíomed Lite 
Scí 877, 4035-4041 
???????????????
 
30
REIVINDICACIONES 
P201130433 
24-03-2011 
1. Una composición farmacéutica que comprende nanopartículas lipídicas, 
donde las nanopartículas están caracterizadas porque: tienen un tamaño medio 
5 inferior a 300 nm; y comprenden al menos un éter de fosfolípido yal menos un 
lípido. 
2. La composición farmacéutica según la reivindicación 1, caracterizada porque 
el éter de fosfolípido se selecciona entre edelfosina, miltefosina 
10 erucilfosfocolina, ilmofosina, perifosina o cualquiera de sus combinaciones. 
3. La composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores, caracterizada porque el éter de fosfolípido es edelfosina. 
15 4. La composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores, caracterizada porque las nanopartículas tienen un tamaño medio de 
entre 5 nm a 270 nm, preferiblemente entre 20 nm y 200 nm, y aún más 
preferiblemente entre 70 nm y 150 nm. 
20 5. La composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores, caracterizada porque las nanopartículas comprenden al menos un 
triglicérido, un glicerofosfolípido, un glicerolípido, un esfingolípido o cualquiera 
de sus combinaciones. 
25 6. La composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores, caracterizada porque las nanopartículas comprenden al menos 
behenato de glicerilo, palmitostearato de glicerilo, glicéridos poliglicolados, 
triglicéridos de cadena media, polioxiglicérido, caprilato de propilenglicol, 
laurato de propilenglicol, monolinoleato de glicerilo, oleato de glicerilo, 
30 dietilenglicol metil éter o cualquiera de sus combinaciones. 
???????????????
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7. La composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores, caracterizada porque las nanopartículas comprenden behenato de 
glicerilo, palmitostearato de glicerilo o cualquiera de sus combinaciones. 
5 8. La composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores, caracterizada porque las nanopartículas comprenden más de un 
30% en peso de lípidos. 
9. La composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 
10 anteriores, caracterizada porque las nanopartículas comprenden más de un 
50% en peso de lípidos. 
10. La composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores, caracterizada porque las nanopartículas comprenden más de un 
15 70% en peso de lípidos, preferiblemente entre un 75% y un 95% en peso. 
11. La composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores, caracterizada porque las nanopartículas comprenden entre un 0,1 % 
Y un 50 % en peso de éter de fosfolípido, preferiblemente entre un 1 % Y un 
20 30% en peso. 
12. La composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores, caracterizada porque las nanopartículas comprenden un tensoactivo 
entre polisorbato 20, polisorbato 60, polisorbato 80, polivinil alcohol de alto o 
25 bajo peso molecular, polivinil pirrolidona, fosfatidil colina, lecitinas, poloxameros 
de distintos tipos, solutol HS15, glicocolato sódico, taurocolato sódico, 
tauroglicocolato sódico, taurodeoxicolato sódico, hemisuccinato de colesterilo y 
tiloxapol, preferiblemente polisorbato 80. 
30 13. La composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores, caracterizada porque la composición farmacéutica además 
comprende un excipiente farmacéuticamente aceptable. 
???????????????
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14. La composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 
anteriores, caracterizada porque comprende al menos un carbohidrato. 
15. La composición farmacéutica según la reivindicación anterior, caracterizada 
5 porque comprende al menos sucrosa, maltosa, trehalosa, lactosa, melibiosa o 
mezclas de ellos, preferiblemente trehalosa. 
16. La composición farmacéutica según cualquiera de las dos reivindicaciones 
anteriores, caracterizada porque la nanopartícula comprende entre un O y un 
10 30% en peso de carbohidrato. 
17. La composición farmacéutica según las 4 reivindicaciones anteriores, 
caracterizada porque comprende un diluyente. 
15 18. La composición farmacéutica según cualquiera de las 5 reivindicaciones 
anteriores, caracterizada porque comprende celulosa microcristalina, lactosa o 
cualquiera de sus combinaciones. 
19. La composición farmacéutica según cualquiera de las reivindicaciones 
20 anteriores, caracterizada porque está en forma sólida oral, preferiblemente en 
comprimidos o cápsulas. 
20. Un proceso para la manufacturación de cualquiera de las composiciones 
farmacéuticas como se definen en cualquiera de las reivindicaciones 
25 anteriores, caracterizado porque las nanopartículas se sintetizan por un 
proceso que comprende la homogenización en caliente. 
21. El proceso para la manufacturación de composiciones farmacéuticas, 
según la reivindicación anterior, caracterizado porque la homogenización en 
30 caliente comprende al menos las siguientes etapas: 
i) Combinar una mezcla que comprende un lípido y un éter de fosfolípido, 
preferiblemente a una temperatura entre 2 y 10 ºC superior al punto de fusión 
???????????????
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del lípido, con una solución acuosa que comprende entre O % Y 3 % de un 
tensoactivo aproximadamente a la misma temperatura, preferiblemente a una 
temperatura comprendida entre 40 y 90 ºC; 
5 ii) se homogeniza la mezcla obtenida, preferiblemente por sonicación; 
iii) se enfría la mezcla para obtener una suspensión de nanopartículas; 
iv) se aíslan la nanopartículas, preferiblemente mediante filtración, o mediante 
10 centrifugación. 
15 
22. El proceso para la manufacturación de composiciones farmacéuticas, 
según la reivindicación anterior, caracterizado porque comprende una etapa (v) 
en el cual se liofilizan las nanopartículas obtenidas en la etapa (iv). 
23. El proceso para la manufacturación de composiciones farmacéuticas, 
según la reivindicación anterior, caracterizado porque las nanopartículas 
aisladas en la etapa (iv) se resuspenden en una solución acuosa que 
comprende un carbohidrato, como la trehalosa, antes de llevar a cabo la etapa 
20 (v). 
24. El uso de cualquiera de las composiciones farmacéuticas como se definen 
en las reivindicaciones 1 a 16 para la preparación de un medicamento. 
25 25. El uso de cualquiera de las composiciones farmacéuticas como se definen 
en las reivindicaciones 1 a 16 para la preparación de un medicamento para el 
tratamiento del cáncer. 
26. El uso de cualquiera de las composiciones farmacéuticas como se definen 
30 en las reivindicaciones 1 a 16 para la preparación de un medicamento para el 
tratamiento del linfoma de manto. 
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27. El uso de cualquiera de las composiciones farmacéuticas como se definen 
en las reivindicaciones 1 a 16 para la preparación de un medicamento para el 
tratamiento de la leishmaniasis. 
???????????????
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OPINIÓN ESCRITA 
 
Nº de solicitud: 201130433 
  
  
1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 
Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
D01 ESTELLA-HERMOSO DE MENDOZA ANDER et al. Lipid 
nanoparticles for alkyl lysophospholipid edelfosine encapsulation: 
Development and in vitro characterization. European 
Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics FEB 
2008. Vol. 68 , No. 2 , Páginas: 207-213. Isbn: 
ISSN 0939-6411, todo el documento; en particular, 
resumen; pág. 207, párrafo 2º; pág. 208 "Preparation 
of Lipid Nanoparticles" 
 
D02 ESTELLA-HERMOSO DE MENDOZA A et al. Comparative 
study of A HPLC-MS assay versus an UHPLC-MS/MS for 
anti-tumoral alkyl lysophospholipid edelfosine determination 
in both biological samples and in lipid nanoparticulate 
systems. Journal of Chromatography B DEC 1 2009. 
Vol. 877 , No. 31 , Páginas: 4035-4041. Isbn: ISSN 
1570-0232, todo el documento. 
 
D03 WO 2010068925  A1 (ABRAXIS BIOSCIENCE LLC et al.) 17.06.2010 
D04 WO 2008057253  A2 (BIORESPONSE L L C et al.) 15.05.2008 
D05 DATE ABHIJIT A et al. Parasitic diseases: Liposomes 
and polymeric nanoparticles versus lipid nanoparticles. 
Advanced Drug Delivery Reviews JUL 10 2007. Vol. 
59 , No. 6 , Páginas: 505-521. Isbn: ISSN 0169-409X, 
todo el documento. 
 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
La solicitud reivindica una composición farmacéutica que comprende nanopartículas lipídicas de un tamaño medio inferior a 
los 300 nm y con, al menos, un éter de fosfolípido y, al menos, un lípido. Como éter de fosfolípido se reivindican edelfosina, 
miltefosina, erucilfosfocolina, ilmofosina y perifosina. La composición adicionalmente puede contener un tensoactivo, 
hidratos de carbono y/o un diluyente. 
 
Dicha composición farmacéutica en forma de nanopartículas se utiliza para fabricar medicamentos contra el cáncer y /o la 
leishmaniasis. 
 
Se reivindica, asimismo, el procedimiento de obtención de dicha composición. La síntesis de las nanopartículas se lleva a 
cabo mediante la denominada homogeneización en caliente. 
 
D01-D05 representan el estado de la técnica. De ellos, se considera D01 el más cercano a la solicitud. En él se detalla la 
formación de nanopartículas lipídicas que contienen edefolsina como principio activo y como lípido behenato de glicerol, 
reivindicado en la solicitud. Una vez sintetizadas llevan a cabo su caracterización física. En el documento se cita el efecto 
antineoplásico y antiparasitario ( Leishmania). Contiene como tensoactivo uno de los reivindicados en la solicitud Tween 80 
(polisorbato 80).  
 
Las nanopartículas de la solicitud se diferencian de las descritas en D01 en dos aspectos. Uno, el procedimiento de síntesis. 
En la solicitud se utiliza el llamado de homogeneización en caliente, mientras que en D01 se utiliza el de 
emulsión/evaporación. Por otro lado, el tamaño de las nanopartículas en el caso de la solicitud es menor de los 300 nm. En 
la Tabla I de D01 se da como tamaño mínimo de nanopartícula obtenido 312 nm con un margen de error de 7.51 nm.  
 
En ninguna parte de la solicitud se hace mención alguna a que la diferencia de tamaño entre unas nanopartículas y otras 
sea esencial, ni se da justificación alguna que indique que se haya buscado en el procedimiento, obtener este tamaño de 
nanopartícula, frente al de las nanopartículas descritas en D01 por alguna razón de importancia, que mejore el rendimiento, 
por ejemplo. Tampoco parece haberse obtenido un efecto inesperado al conseguir unas nanopartículas algo menores que 
las ya existentes en el estado de la técnica. 
 
Sí parece relevante, en cambio, la diferencia en el procedimiento de obtención. 
 
Por todo ello, se considera que las reivindicaciones 1-27 cumplen el requisito de novedad en el sentido del artículo 6.1 de la 
Ley 11/1986. Y las reivindicaciones 20-23 el de actividad inventiva en el sentido del artículo 8.1 de la Ley 11/1986. Sin 
embargo, las reivindicaciones 1-19 y 24-27 no lo cumplen. 
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